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ANAIfYS FORFARANDE MED TILLSATTNING I TVA ELLER FLERA POSITIONER. 
Teknikomrade 

Uppfinningen avser ett forfarande for att bestamma en analyt 
i ett prov med hjalp av biospecifika af f initetsreaktanter 
5 (Reaktant 1, Reaktant 2 etc), av vilka en ar analytiskt detek- 
terbar (Reaktant*) och en ar fast forankrad i en detektionszon 
i en flodesmatris (Reaktant I) . Provet (analyten) f6rs av ett 
transportflode i matrisen fran en appliceringszon for vatska 
(VZP) innehallande analyten (provet) och/eller buffert till 

10 detektionszonen (DZ) , i vilken Reaktant I ar fast forankrad. 

Samtidigt med att provet transporters i matrisen transporteras 
aven de av reaktanterna som ar 16sliga, inklusive Reaktant*. I 
detektionszonen fangas Reaktant* upp i en mangd som ar relate- 
rad till mangden analyt i provet. For att detta skall kunna ske 

15 ar Reaktant* vald sa att den kan biospecifikt binda direkt till 
Reaktant I eller indirekt via en eller flera tillsatta biospe- 
cifika aff initetsreaktanter ( inkluderande analyten) . Mangden a- 
nalyt bestams sedan ur mangd Reaktant* som bundits till i de- 
tektionszonen. I transportflodet kan finnas zoner, i vilka oli- 

20 ka biospecifika aff initetsreaktanter (exempelvis Reaktant*, 
dock ej analyt) applicerats i forvag (f ordeponerats) f6r att 
upplosas och transporteras med flodet mot detektionszonen. 

Med reaktanter (inkluderande analyten), som uppvisar biospe- 
cifik affinitet (bioaffina reaktanter), avses enskilda medlem- 

2 5 mar i reaktantparen : antigen/hapten - antikropp; biotin -avi- 

din/streptavidin; tva komplementara enkelkedjor av nukleinsyra 
etc. Till antikroppar raknas antigen-bindande ant ikropps frag- 
ment sasom Fab, F(ab) 2 ', enkelkedje Fv antikroppar (scFv) etc. 
Aktuella reaktanter behover inte vara naturligt forekommande 

3 0 utan kan aven vara syntetiskt framstallda molekyler/bindare . 

Den aktuella typen av testmetodik har tidigare framst utnytt- 
jats for biospecifika aff initetsreaktanter dar minst den ena i 
ett utnyttjat reaktantpar har uppvisat proteins truktur, spe- 
ciellt i samband med sa kallade immunkemiska bestamningsf orf a- 
3 5 randen. 



Biospecifika af f initetsreaktionerna utfores framst x vatten- 
haltiga medier (exempelvis vatten) . 

Den aktuella tekniken ar valkand och har ofta applicerats pa 
5 sa kallade testremsor, dar remsan fungerat som f lbdesmatris . 
Flodet har initierats i den zon till vilken provet satts (VZP) . 
Flodet har ofta varit lateral, d.v.s. parallellt med matrisens 
yta, eller av andra typer, exempelvis i djupled av matrisen. 
Testprotokollen har varit av sa kallad inhibit ions typ (kom- 
10 petitiva) eller av icke- inhibit ions typ (icke-kompetitiva, sand- 
wich) . Se t.ex. Behringwerke US 4,861,711; Unilever WO 8808534; 
Abbot US 5,120,643; Becton Dickinson EP 284,232 och US 4,855, 
240; Abbot/Syntex US 4,740,468; Pharmacia AB. WO 9622532 etc. 
I sammanhanget talar man ofta om simultana och sekventiella 
15 metoder (protokoll) med avseende pa vissa reaktahter (speciellt 
analyt och Reaktant*). Simultana varianter innebar att analyt 
(prov) och aktuell reaktant, exempelvis Reaktant*, transport- 
eras in i detektionszonen samtidigt. Simultana varianter kan 
man fa, om prov f orinkuberas/blandas med Reaktant* eller om 
20 Reaktant* f ordeponerats i appliceringszonen f6r prov eller i en 
zon nedstroms appliceringszonen for prov men fore detektions- 
zonen. Sekventiella varianter innebar att analyt (prov) trans- 
porters fore en reaktant, exempelvis Reaktant*, in i detek- 
tionszonen. Sekventiella varianter kan man fa, om aktuell reak- 
25 tant, exempelvis Reaktant*, satts till samma appliceringszon 
som provet efter det att provet (analyten) tranporterats ut ur 
zonen. En variant av sekventiell metodik diskuteras i US 4,855, 
240 {Becton & Dickinson) . Mot alternativet att prov (analyt) 
skall transporteras fore "tracer" (=Reaktant*) i samma tran- 
30 sportflode, staller US 4,855,240 skilda transportf 16den, i vil- 
ka man reglerar transporttiden sa att prov (analyt) nar detek- 
tionszonen fore "tracer" (Reaktant*). 

I begreppet simultana tester har man ofta inkluderat varje 
variant, i vilken prov och Reaktant* f orinkuberas/blandas innan 
35 de sattes till en flodesmatris eller i vilken prov sattes till 



en flodesmatris i vilken Reaktant* ar fordeponerad i applice- 
ringszonen for prov eller nedstroms denna. P& liknande satt har 
man i begreppet sekventiella tester inkluderat varje variant, i 
vilken Reaktant* sattes till appliceringszonen for prov forst 
5 sedan provet vandrat ut ur sin appliceringszon . Man har alltsi 
inte taget hansyn till, om ordningen av analyt och Reaktant* 
forandras under transporten till detektionszonen. Om inget an- 
nat anges, anvSndes derma nomenklatur aven i foreliggande upp- 
finning, men nu anpassad till att det finns flera applicerings- 
10 zoner for vatska. Detta synsatt innebar att man framst betrak- 
tar den initiala ordningen, nar bAde analyt och Reaktant* ar i 
lost form, och inte ordningen i vilken analyt och Reaktant* 
transporteras in i detektionszonen. 

15 Nackdelar med tidigare teknik och mal med uppf inningen. 

Tidigare kand teknik har ofta inneburit praktiska problem vid 
automatisering, framst p& grund av att det ofta kravts forinku- 
bering eller sekventiell tillsattning av prov och reaktanter, 
ofta i en viss forutbestamd ordning definierad av det testpro- 

20 tokoll, som skall anvandas . Uppf inningens mil ar att (a) under- 
latta automatisering, (b) undvika sekventiell tillsattning av 
prov och den analytiskt detekterbara reaktanten (Reaktant*) vid 
sekventiell metodik, och (c) mojliggora fordeponerad Reaktant* 
vid sekventiell metodik, som avser analyt och Reaktant*. Mer 

25 generella mAl ar att uppna hogkvalitativa tes tresultat , garna 
med forbattrad sensitivitet , och precision an tidigare varian- 
ter gett. 

Uppf inningen 

3 0 Vi har nu overraskande upptackt, att, om flode initierats ge- 
nom i stort sett samtidig tillsattning av vatska till tv£ in- 
till varandra belagna zoner i en flodesmatris, vandrar vatska 
tillsatt i den nedstroms belagna zonen fore vatska tillsatt i 
den uppstroms belagna zonen i riktning mot detektionszonen. V£r 

3 5 upptackt innebar, att man aven kan f£ zonvis vandring av v&ts- 



kor om tillsattning av vatska i en uppstroms belagen zon sker 
efter tillsattning av vatska i narmast nedstroms belagna zon. 
Genom att tillampa denna upptackt pa den aktuella typen av ana- 
lysmetoder, kan man uppna f orbattringar med avseende pa ovan 
5 angivna mal . 

En forsta huvudaspekt av uppfinningen avser de inledningsvis 
namnda analysmetoderna och kannetecknas av att 

A. f lodesmatrisen uppvisar minst tva appliceringszoner for 
vatska: 

10 vz m . . . vz n . . . vz, DZ 

> 

dar 

a) VZ n ar en appliceringszon for vatska, dar n ar positionen 
for appliceringszonen VZ n (n ar heltal 2 < n < m) 
15 b) m ar totala antalet appliceringszoner, i vilka flode ini- 
tieras , 

c) en VZ n ar appliceringszon for prov (VZ n ,P) och en VZ n ar 
appliceringszon f5r Reaktant* (VZ n .,R*) med n' ' > n' , 

d ) > ar riktningen pa flodet, och 

20 e) DZ ar detektionszon, och 

B. man initierar flode genom att satta vatska till vardera zo- 
nen VZ . . VZ VZ, pa sadant satt att vatska n+1 . ( som 
satts till appliceringszon (VZ n+1 ) , transporteras genom mat- 
risen efter vatska n som satts till narmast nedstroms belagna 

25 appliceringszon VZ n . 

Vatska n+1 kan latt fas att vandra omedelbart efter vatska n , om 
motsvarande zoner for applicering av vatska ligger intill var- 
andra eller om tillsatta vatskevolymer anpassas f6r detta mal. 
I det vanligaste fallet innebar det ovan sagda att man satter 
3 0 vatska till VZ , fore eller i huvudsak samtidigt med att man 
satter vatska n till VZ n . For n = m saknas VZ n+1 , varfor det for 



ft 



den zonen inte gar att satta nagon vatska till VZ m+1 . Praktiska 
fordelar uppnas om tillsattningen ar i huvudsak samtidigt for 
alia VZ m . . VZ n . . VZ^ 

Antalet (m) appliceringszoner for vatska (VZ,,, .. VZ n .. VZj) 
5 kan i princip vara hur manga som heist med undantag av en (m * 
1) . Av praktiska skal ar det troligt att i framtiden 2 < m < 
10, med foretrade for 2 < m < 6, sasom m = 2 eller 3 eller 4 
eller 5. 

Vatskorna, som tillsattes, (vatska^ . . vatskaj kan besta av 
10 enbart buf f ertlosning eller av buf f ertlosning plus en reaktant 
(Reaktant 1, Reaktant 2 etc), som behdvs f6r att Reaktant* 
skall kunna fangas upp i detektionszonen i en mangd, som ar re- 
laterad till mangden analyt i prove t . Aven Reaktant* kan inga i 
en vatska n . Som regel galler att sammansattningen av transport- 
15 erade komponenter fran en appliceringszon ej ar samma som fran 
narmast initlliggande appliceringszon, i vilken fiede initieras 
(VZ och VZ , med undantag for n = m och n = 1 for vilka zo- 

x n+1 n-1 

nerna VZ n+1 respektive VZ n _ 1 saknas) . 

Appliceringszonerna for vatska kan ligga intill varandra el- 

20 ler med ett mellanliggande omrAde av matris. 

En vatska tillsatt i en appliceringszon kan ha en tendens 
till att sprida sig ovanpd matrisen till matrisdelar, som lig- 
ger utanfor zonen. For narliggande zoner innebar detta att 
vatskor kan blanda sig med varandra p£ ett icke-onskvart satt . 

25 For att undvika detta placerar man garna fysiska barriarer, som 
avgransar tvi narliggande appliceringszoner ( z onavgran sare) . 
Barriarerna bor forst och framst vara placerade ovanpA matri- 
sen, men kan stacka sig ner i matrisen utan att helt strypa 
flodet. Avgransningen ar framst mot en narliggande zon for app- 

30 licering av vatska, men kan give tvis stracka sig runt en hel 
appliceringszon for vatska. 
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Aktuella reaktanter kan vara f ordeponerade i en applicerings- 
zon for vatska (VZ n ) eller mellan tva sadana zoner. En applice- 
ringszon for vatska, som bara ar avsedd att transportera buff- 
rande komponenter och/ eller andra komponenter som ej del tar i 
5 de biospecifika af f initetsreaktionerna (d.v.s. vatska som var- 
ken innehaller eller ar avsedd att transportera nagon reaktant 
eller analyt) , kallas f ortsattningsvis for VZ n B . En applice- 
ringszon for vatska (VZ n ) . dar vatskan innehaller en reaktant 
eller ar avsedd att transportera en reaktant, exempelvis Reak- 
10 tant*, Reaktant 1, Reaktant 2 etc, kallas f ortsattningsvis 
VZ n ..R*, VZ n ...Rl, VZ n ....R2 etc. Skall vatska n transportera en 
kombination av komponenter, exempelvis Reaktant* och analyt 
(prov) blir appliceringszonen gemensam for komponenterna och 
betecknas VZ n .,,R2/Rl etc. For kombinationen prov och Reaktant* 
15 blir appliceringszonen VZ n .R*/P (n' = n" ) . Att vatska n ar av- 
sedd att transportera en viss reaktant inkluderar att reaktan- 
ten ifraga aven kan vara fordeponerad i zonen VZ n . Det senare 
inkluderar att reaktanten kan vara fordeponerad i ett omrade 
nedstroms appliceringszonen f6r den aktuella vatskan men upp- 
20 stroms narmast nedstroms belagna VZ (VZ^) , eller om n = 1 en- 
bart uppstroms detektions zonen (eftersom VZ,,^ da saknas) . 

Med fordeponering avses att en reaktant ar tillsatt i fdrvag 
till matrisen och pa satt som g6r att den ej sprider sig i mat- 
risen fdrran den nas av vatska, som applicerats for att initie- 
25 ra fl6de. Fordeponering av reaktanter kan ske pa i och for sig 
kant satt. Se till exempel (Behringwerke US 4,861,711; Unilever 
— WO-8Se85-34; Abbott US 5,120,643; Becton Dickinson EP 284,232). 
Det ar viktigt att man arrangerar, sa att reaktanten i fraga 
snabbt gar i losning, nar vatska passerar ett omrade, som inne- 
30 nailer fordeponerad reaktant. For att uppna snabb upplosning 
har det varit vanligt att inkorporera reaktanter i substanser 
som i sig snabbt 16ses . Denna typ av substanser ar ofta hydro- 
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fila med polara och/eller laddade grupper, sisom hydroxy, kar- 
boxy, amino, sulfonat etc. Speciellt kan namnas hydrofila 
snabblosliga polymerer, exempelvis med kolhydratstruktur , enkla 
socker inkluderande mono-, di- och oligosackarider och motsvar- 
5 ande sockeralkoholer (mannitol, sorbitol etc) . Vanligt ar att 
man f6rst belagger den aktuella appliceringszonen med ett skikt 
av den snabblosliga substansen, varefter reaktanten appliceras, 
eventuellt foljt av ytterligare ett skikt snabblSslig substans. 
Ett alternativt satt ar att inkorporera reaktanten i partiklar 
10 av snabblosligt material som sedan deponeras i aktuell zon av 
matrisen . 

Nigra av de viktigaste utf orandef ormerna med avseende pA app- 
liceringszonerna for vatska kan sammanf attas : 2 < m < 6; n' ar 
1, 2 eller 3; n' ' > n' eller n" = n' ; VZ n ,P ar appliceringszon 
15 for prov eventuellt aven for Reaktant* eller annan reaktant; 
vz Wi' VZ n- + 2' VZ n- + 3' VZ n'-i' och VZ n'-2 ar appl icer ingszoner fdr 
vatskor avsedda for transport av Reaktant* eller annan reaktant 
eller buffert utan reaktant sk l&ngt som m, n' ' och n' det til- 
lAter . 

20 Transportf lode genom de aktuella typerna av matris kan Astad- 
kommas genom kapill&rkraf ters inverkan, exempelvis genom att 
man startar med en i huvudsak torr matris. Som hjalp kan man 
placera en sugande kropp i slutandan av flodet. Fiede, som in- 
nebar transport i huvudsak av enbart losta komponenter, kan d- 

25 stadkommas om ett elektriskt fait appliceras over matrisen. 

Testprotokoll , 

Med hjalp av uppfinningen kan man uppnd att reaktanter och a- 
nalyt kan vandra zonvis som enskilda komponenter eller tillsam- 
3 0 mans i olika kombinationer mot detektionszonen . Exakt sekvens 
av appliceringszoner bestams av det testprotokol man vill ut- 
nytt ja . 

Uppfinningen kan appliceras pA sival kompetitiva (inhibition) 
som icke-kompetitiva ( icke- inhibition) testvarianter oberoende 
3 5 av om dessa ar simultana eller sekventiella med avseende p& n&- 
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gon reaktant . Illustrativa system visas nedan schematiskt i 
form de komplex som bildas. - avser fast forankring till matri- 

sen, avser bindning via biospecifik affinitet. F6r enkel- 

hets skull bar det antagits att anvanda reaktanter ar monova- 
5 lenta med avseenede pi utnyttjade bindningsstallen . 

A. Sandwich-protokoll ( icke-inhibition) : 

Reaktant I och Reaktant* bar bcida biospecifik affinitet mot 
analyten. x = antal mol Reaktant I pA matrisen och y = antal 
10 mol analyt (= antal mol Reaktant*), som bundit till Reaktant 
I. 

Komplex i detektionszonen : 

Matris (-Reaktant I) (-Reaktant I analyt Reaktant*) 

X-y jr 

gjmu;Lt;an?i variants : 
15 m = 2: VZ 2 R*/P VZ X B DZ 

Sekventiiella varianter : 
m = 2 : VZ 2 R* VZ 2 P DZ . 

m = 3 : VZ 3 R* VZ 2 B VZ X P DZ och alternativ dar 
buf f ertzonen bar positionen 1 eller 3 . 
20 m = 4: VZ 4 B VZ 3 R* VZ 2 B VZ^P DZ och alternativ dar nagon 

av buf f ertzonerna ar placerad i position 1. 

m = 5 : Samma sekvens som for m = 4 med undantag av att en 
extra buff ertzonen ar placerad i position 1. 

25 B- Sandwich-protokoll (icke-inhibition) : 

Reaktant I uppvisar biospecifik affinitet mot Reaktant II. 
Bide Reaktant II och Reaktant* har biospecifik affinitet mot 
analyten. x = antal mol Reaktant I pi matrisen, y = antal 
mol analyt (= antal mol Reaktant*), som bundit till Reaktant 

30 I via Reaktant II. y + z ar antal mol Reaktant II som bundit 
till Reaktant I. 
Komplex i detektionzonen : 



Matris (-Reaktant I ) „ „ v ( -Reaktant I Reaktant II) 2 (-Reaktant 

j Reaktant II analyt Reaktant* ) y 

ftimultan a varianter; 

m = 2: Samma som for protokoll A med undantag av att 
5 VZ 2 R*/P ar VZ 2 R*/P/RII eller att VZ^ fir VZ^II. 

m = 3: VZ 3 R*/P VZ 2 B VZ^II DZ eller 

VZ 3 R*/P VZ 2 RII VZ X B DZ. 
gekvent iella varianter: 

m = 2 : Samma som for protokoll A med undantag av att VZ X P 
10 ersattes med VZ 1 P/RII. 

m = 3 : VZ 3 R* VZ 2 B VZ L P/RII DZ eller 

VZ 3 R* VZ 2 P VZ L RII DZ eller 

VZ 3 R* VZ 2 P/RII VZ X B DZ. 
m = 4, 5, 6: I analogi med protokoll A kan man tanka sig 
15 sekvenser med upp till 6 appliceringszoner fSr 

v&tska . 

C . Inhibitionsprotokoll : 

Reaktant I ar en analytanalog, som ar fast forankrad till 

20 matrisen, Reaktant III uppvisar biospecifik affinitet mot a- 
nalyten och Reaktant* uppvisar biospecifik affinitet mot 
Reaktant III. x = antalet mol Reaktant I p& matrisen. y = 
antalet mol Reaktant III (= antal mol Reaktant*), som bundit 
till matrisen via Reaktant I. Betingelserna ar valda sa att 

25 y ar ett m&tt p& mangd analyt i provet. 
KoTnpl'ex ~i~~ d^tektrrons z onen : 

Matris (-Reaktant I ) x _ y ( -Reaktant I Reaktant III 

Reaktant* ) y 
Simultana varianter :. 
30 m = 2: VZ 2 R*/RIII/P VZ X B DZ . 

Sekventiella varianter: 



m = 
m = 
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2: VZ 2 R* VZ^RIII/P DZ . 

3, 4 och 5: Kan byggas upp i analogi med protokoll A. 



D. Inhibitionsprotokoll : 
5 Reaktant I uppvisar biospecifik affinitet mot b&de Analyt 

och Reaktant*. Reaktant* ar analytanalog som ar loslig. x + 
y ar antalet mol Reaktant I p& matrisen, x och y ar antalet 
mol Reaktant* respektive Analyt, som bund it till matrisen. 
Komplex i detektionszonen: 

10 Ma tris (-Reaktant I Reaktant* ) x (-Reaktant I Analyt) y : 

fiimulban variant: 
m = 2: VZ 2 R*/P VZ X B DZ 
Sekventiell variant: 
m = 2: VZ 2 R* VZ X P DZ 
15 m = 3, 4 och 5 kan byggas upp i analogi med protokoll A. 

Matriser 

Matrisen definierar det rum i vilket flodet transporteras . 

2 0 Matrisen kan vara den inre ytan av en enkel flodeskanal (exern- 

pelvis en kapill&r) , den inre ytan av en por6s matris med ge- 
nomgaende system av f lodeskanaler (poros matris) etc. For en- 
kelhets skull kommer matriser, som ar anvandbara i denna va- 
riant av uppfinningen att kallas for f lodesmatriser . Porosa 
25 matriser kan vara i form av monoliter, ark, kolonner, memb- 
raner, enskilda f lodeskanaler av kapillara dimensioner eller 
sammansatta system av dylika f lodeskanaler etc. De kan aven va- 
ra i form av partiklar som packats i kolonnhylsor , sammanpres- 
""saHe - : E 'iHf er~~ etc"." "MaTr i" serrias - inre - y ta", " dTv . s . flodeskanalerna's - 

3 0 yta, bor vara hydrofila, s& att vattenhal t iga medier (vanligen 

vatten) kan absorberas och transporteras genom matriserna. F16- 
deskanalernas minsta innermatt skall vara tillracklig stort, sa 
att de reaktanter, som anvands , kan transporteras genom matri- 
sen. Tumregeln ar att lampliga matriser finns att valja bland 
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de som har f lodeskanaler med minsta innerm^tt (ofta sora en dia- 
meter for runda kanaler) i intervallet 0,4-1000 med fore- 
trade for 0,4-100 \lm om matrisen uppvisar ett system av sins- 
emellan kommunicerande f lodeskanaler . Flodeskanaler med minsta 
5 innermatt i den ovre delen av intervallet 0,4-1000 |im ar fr&mst 
aktuellt far enkla ogrenade kanaler, genom vilka flode drivs av 
externt pilagt tryck eller sug. 

Aktuella matriser ar ofta uppbyggda av en polymer, exempelvis 
nitrocellulosa, nylon etc. Materialet i matrisen sival som flo- 
10 deskanalernas fysiska och geometriska utformning kan variera 
utefter flodet beroende pi vad en viss del av matrisen skall 
utnyttjas till (Pharmacia AB WO 9622532; Medix WO 94 15215) . 

Detektionszon 

15 I detektionszonen finns Reaktant I fast forankrad till matri- 
sen med bindningar, som ej tilliter oavsiktlig borttransport av 
Reaktant I under testbetingelserna . Uppfastning av Reaktant I 
pi matrisen kan vara kovalent, via fysikalisk adsorption, via 
biospecifik affinitet etc. Liksom i tidigare teknik inom omra- 

20 det kan uppfinningen utnyttja kornbinationer av bindningstyper , 
exempelvis kovalent bindning till matrisen av en biospecifik 
af f initetsreaktant riktad mot Reaktant I. Speciellt kan namnas 
matris, som uppvisar fysikalisk adsorptivt eller kovalent bun- 
det streptavidin i kombination med biotinylerad Reaktant I el- 

25 ler matris, som uppvisar en pi liknande satt bunden antikropp 
riktad mot Reaktant I. Forankring av Reaktant I till matrisen 
kan ske via partiklar som deponerats i/pi matrisen och till 
vilka Reaktant I ar kovalent, fysikaliskt adsorptivt eller bio- 
specifikt etc bunden. Partiklarna faster till matrisen antingen 

30 darfor att deras storlek valts si att de ej kan transporteras 
genom matrisen eller ocksi via fysikalisk adsorption. Se bland 
annat Abbott/Syntex US 4,740,468; Abbott EP 472,376; Hybritech 
EP 437,287 och EP 200, 381; Grace & Co EP 420,053; Fuji Photo 
Film US 4,657,739; Boehringer Mannheim WO 9406012. For uppfin- 



12 

ningen har den senare varianten med mindre partiklar som fysi- 
kaliskt adsorberar till matrisen visat sig vara bra. 

I ett och samma transportf 15de kan finnas flera detektionszo- 
ner (DZl, DZ2 etc) . En eller flera av detektionszonerna kan av- 
5 se samma eller olika analyter. Ar analyterna olika ar som regel 
Reaktant I f6r respektive DZ olika. 

Analytiskt pavisbar reaktant (Reaktant*) 

Reaktant* kan i uppfinningen inte vara analyt. Vanligen er- 

10 halles analytisk detekterbarhet genom att en naturlig reaktant, 
exempelvis en antikropp eller ett antigen eller en hapten, for- 
ses med en analytiskt detkterbar grupp . Valkanda exempel pa of- 
ta anvanda grupper ar enzymatiskt aktiva grupper (enzym, kofak- 
tor, koenzym, enzymsubstrat etc) , f luorogena, kromofora, kemi- 

15 lumiscenta, radioaktiva grupper etc. Aven grupper som pavisas 
med hjalp av en biospecifik af finite tsreaktant brukar raknas 
hit, exempelvis biotin, hapten, klass-, subklass- och artspeci- 
fika determinanter i immunglobuliner etc. 

En fordelaktig markorgrupp ar partiklar som eventuellt inne- 

20 haller nagon av de ovan namnda detekterbara grupperna, sasom 
fluorofora grupper eller kromogena grupper (fargade partiklar) . 
Anvandbara partiklar har ofta en storlek i intervallet 0.001-5 
pm. Partiklama kan vara av kolloidala dimensioned s.k. sol 
(d.v.s. vanligen sfariska och monodispersa med storlek i inter- 

25 vallet 0,001-1 \xm) . Speciellt kan namnas metallpartiklar (exem- 
pelvis guldsol) , icke-metallpartiklar (exempelvis SiC> 2 , kol, 
latex och avdodade erytrocyter och bakterier) . Aven partiklar 
av icke -kolloidala dimensioner men tonvikt lagd pa icke-sedi- 
menterbarhet har anvants . Dessa har varit mer eller mindre ore- 

30 gelbundna och mer eller mindre polydispersa (kolpartiklar < 1 
pm; Pharmacia AB, WO 9622532). 

For partiklar som markorgrupp hanvisas till Unilever WO 88 
08534; Abbott US 5,120,643; Becton Dickinson EP 284,232 m.fl. 
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I samband med utvecklingsarbetet som lett fram till forelig- 
gande uppf inning har man overraskande funnit att bra r^sultat 
kan erh&llas om man samtidigt utnyttjar: 

(a) Reaktant* med markorpartiklar enligt ovan som p&visbar 
5 grupp, och 

(b) En detektionszon i vilken Reaktant I forankrats till mat- 
risen via partiklar som i huvudsak har dimensioner som 
skulle till&ta transport av partiklarna som s&dana genom 
matrisen. 

10 Vi har uppn&tt fungerande system, i vilka markorpartiklar och 
f drankringspartiklar har i huvudsak samma dimension. Detta in- 
nebar med storsannolikhet att markorpartiklarna kan vara storre 
an f orankringspartiklarna och vice versa, sA lange som de bara 
ar mindre an de f lodeskanaler som matrisen definierar. Systemet 

15 kan fungera s&val med som utan f ordeponering av Reaktant* i av- 
sedd appliceringszon. Denna utf orandef orm utgor en del av en 
uppfinning, som beskrives i vAr samtidigt med denna inlamnade 
patentansokan : "Analysmetod med partiklar" Denna separata pa- 
tent ansokan inkorporeras "by reference" . 

20 

Analyter . 

Uppfinningen ar framst avpassad for att bestamma biospecifika 
af f initetsreaktanter av de inledningsvis namnda slagen. Reakt- 
anterna kan vara en cell eller virus eller del av dessa. Spe- 

25 ciellt kan namnas antigen, sAsom ett immunglobulin eller en an- 
tikropp. For immunglobuliner kan bestamningen avse en viss Ig- 
och/eller viss Ig-subklass . For antikroppar kan bestamningen 
avse en viss specif icitet , eventuellt aven antikroppens Ig- 
klass eller Ig-subklass. Aktuella Ig-klasser ar IgA, IgD, IgE / 

3 0 IgG och IgM. Aktuella Ig-subklasser ar IgGl, IgG2, IgG3 och 
IgG4 . 

I sandwich-varianter (enligt protokoll A och B ovan) kan ana- 
lyten vara en antikropp, som ar riktad mot ett allergen/ant i- 
gen/hapten, och harstamma fr&n en viss art, viss Ig-klass eller 
3 5 viss Ig-subklass. I detta fall kan Reaktant* vara en analytiskt 
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detekterbar antikropp riktad mot en epitop som ar specifik for 
arten, Ig-klassen eller Ig-subklassen och med Reaktant I (pro- 
tokoll A) eller Reaktant II (protokoll B) som allergenet/anti- 
genet/haptenet. Alternativt valjer man det omvanda. d.v.s. 
5 Reaktant* ar allergenet/antigenet/haptenet och Reaktant I re- 
spektive Reaktant II ar antikroppen, som ar riktad mot analy- 
ten. For det fall att analyten ar ett antigen i allmanhet kan 
for protokoll A bade Reaktant I och Reaktant* vara antikroppar, 
som ar riktade mot antigenet. F6r protokoll B ar det Reaktant 

10 II och Reaktant* som ar antikroppar riktade mot antigenet. 

Kompetitiva varianter ar mest intressanta for lagmolekylara 
analyter. Illustrativa exempel ar antigen och hapten. For pro- 
tokoll C kan Reaktant I vara antigenet eller haptenet, som ar 
fast forankrat till matrisen, Reaktant III kan vara en anti- 

15 kropp, som ar riktad mot antigenet, och Reaktant* kan vara en 
antikropp, som ar riktad mot Reaktant III. F6r protokoll D kan 
Reaktant I vara en antikropp riktad mot analyten och Reaktant* 
kan vara analyten markt med en analytiskt detekterbar grupp. 
Uppfinningens metod kan utfSras som en del i diagnosticering 

20 av allergi eller autoimmun sjukdom. 

F6r uppfinnarna har det varit speciellt intressant att mata 
anti-allergen antikroppar av IgE- eller IgG-klass, for de se- 
nare garna med tonvikt pa nagon av de namnda subklasserna . Mat- 
ning av allergen-specif ika antikroppar kan utnyttjas i samband 

25 med diagnosticering av IgE-medierad allergi. 



Prover 

Aktuella prover kan vara av biologiskt ursprung, exempelvis 
fran olika kroppsvatskor (helblod, serxim, plasma, urin, saliv, 
3 0 tarvaeskaT^erebro-spspi-na-lvatska- etc )-- fran ce-l-l-od-l-i-ngsmedier , 
upparbetningsforfaranden inom bioteknik, fran vavnadsextrakt , 
fran livsmedel, fran miljSn (mil jSanalysprover ) etc. Proverna 
kan vara f orbehandlade for att passa till exempelvis matrisen, 
testprotokollet som ingar etc. 
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Kalibratorer 

Bestaraningsmetoder av den typ, som uppfinningen avser, inne- 
bar, att man mater den pdvisbara signalen fr&n den analytiskt 
detekterbara reaktanten (Reaktant*) och tar den uppmatta sig- 
5 nalen (prowarde) som ett m&tt p& mangden analyt i provet . For 
att overfora matsignalen till verkliga mangder analyt jamfores 
signalen vanligen med motsvarande signal (kalibratorvarde) f6r 
kanda s tandardmangder analyt (kalibratorer) . I samband med fo- 
religgande uppfinningen har man utvecklat ett nytt kalibrator- 
10 system, vilket applicerat p& denna uppfinning utgor en basta 
utf 6randef orm . 

Denna separata uppfinning innebar, att den kalibrator, som 
utnyttjas, har i forvag forankrats till en matris (matriskalib- 
rator) , heist av samma slag som den som utnyttjas for provkor- 

15 ning. Vid upptagning av kalibratorv£rden f&r matriskalibrator 
binda till Reaktant*, varefter matsignalen fr&n Reaktant* mates 
p& i och for sig kant satt. Genom att utnyttja olika mangder 
matriskalibrator kan man f& en serie kalibratorv&rden som sva- 
rar mot olika f orutbestamda mangder analyt i prov (standard- 

20 mangder, dos-responskurva, kalibreringskurva) . 

Applicerat p£ foreliggande uppfinning, innebar vArt nya ka- 
libratorsystem framst att transportf lodet passerar en eller 
flera zoner med en kalibrator, som ar fast forankrad till mat- 
risen i respektive kalibratorzon (KZ) . 

25 FOrankring av en kalibrator till matrisen i en kalibratorzon 
kan ske enligt samma principer som galler for att forankra 
Reaktant I till en detektionszon . 

Kalibratorzoner skall vara belagna nedstroms appliceringszon 
for vatska, som avser transport av Reaktant*. I forhAllande 

30 till detektionszon <DZ) ligger kalibratorzonern f oretradesvis 
uppstroms . 

V&r uppfinning avseende kalibratorer firms utforligt beskri- 
ven i vAr parallellt inlamnade patentansokan med titeln "Metod 
som utnyttjar en ny kalibrator och Test kit som inneh&ller ka- 
35 libratorn" . Denna ansokan inkorporeras harmed "by reference". 
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En andra huvudaspekt av uppf inningen. 

Flodesmatrisen enligt ovan inneh&llande tvA eller flera app- 
liceringszoner for vatska, eventuellt i form av ett kit dar 
5 flodesmatrisen ingAr tilsammans med den analytiskt indikerbara 
reaktanten, utgor en andra huvudaspekt av uppf inningen . 

Uppfinningen illustreras i den experimentella del och defi- 
nieras i patentkraven som utgor en del av beskrivningen. 
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Patentexempbl 1: Sekventieli. metod med zonsekvensen : VZ 4 B, VZ 3 R*, VZ 3 B, 
VZ X P, DZ. 

Metoder och material 

AHfinrntion axr fenylHPvtran fill nolvsf.vrenparhik^ar : Fenyl- 
5 dextran(substitutionsgrad: 1 fenylgrupp pa var femte monosac- 
karidenhet = 20 %, Mw dextran 40 000, Pharmacia Biotech AB, 
Uppsala, Sverige) adsorberades till polystyrenpartiklar (0.49 
um Bangs Laboratories, USA) genom end-over-end inkuberingar med 
fenyldextran lost i avjoniserat vatten till 1) 5 mg/ml, 10 % 

10 partikelsuspension, RT lh 2) 5 rag/ml, 5% partikelsuspension, 
RT 1 h 3) 20 mg/ml, 1% partikelsuspension, RT over natt 15 h. 
Partiklarna tvattades darefter tva ganger med avjoniserat vat- 
ten. Partikelsuspensionerna centrif ugerades mellan varje inku- 
bering och tvatt (12100xg, 25 min, Beckman, J-21, JA-20, 10 

15 OOOrpm) . Partikelsuspensionen sonikerades slutligen (Ultra- 
ljudsbad, Branson 5210, 5min) . 

Koppl ina av anti-human IaE antikronn (anti-hlqlS) tiM polV - 
cvr^rHkel: Anti-hlgE kopplades till polystyrenpartiklar 
20 belagda med fenyldextran med CDAP (l-cyano-4-dimetylamino-pyri- 
dinium bromid (Kohn J and Wilchek M, FEBS Letters 154(1) (1983) 
209-210) . 

Avsaltning och buffertbyte av anti-hlgE utf&rdes genom gel- 
filtrering (PD-10, Pharmacia Biotech AB) i NaHC0 3 , 0.1 M, pH 

25 8,5. 2,3 g polystyrenpartiklar (belagda med fenyldextran enligt 
ovan) i 2% losning i 30 vol% aceton aktiverades med 17 ml CDAP 
(0.44 M) och 14 ml TEA (0,2 M Trietylamin, Riedel-deHaen, Tysk- 
land) . CDAP tillsattes under omrorning 150 sek och TEA under 
150 sek. Partiklarna tvattades med 30 vol% aceton och centrif u- 

30 gerades vid 12100xg (25 min, Beckman, J-21. JA-20, 10 OOOrpm). 
17 mg anti-hlgE kopplades till de aktiverade partiklarna (2%, 
0,15g i 0,1 M NaHC0 3 pH 8.5) vid inkubering end-over-end over 
natt +4°C. Partiklarna centrif ugerades och dekanterades innan 
de avaktiverades med glutaminsyra 0.05 M och asparaginsyra 0.05 
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M i 0,1 M NaHC0 3 pH 8,5 vid inkubering end-over-end over natt 
+4°C. Kopplade partiklar tvattades 1 gang raed 0,1 M NaHC03 , 0,3 
M NaCl. pH 8,5, 1 gang med 0,1 M HAc, 0.3 M NaCl pH 5. 1 gang 
med 0,1 M NaHC0 3 pH 8,5 och en gang med 20 mM boratbuffert pH 
5 8,5. 

Partikelkoncentration bestamdes spektrof otometriskt vid A 600 
nm med obehandlade partiklar som referens. Kopplad protein- 
koncentration bestamdes genom att ha radioaktivt anti-hlgE nar- 
varande vid kopplingen och cpm-matning. 

10 

Kol partial Tcnn-iucra f (RpalctantM : Detta framstalldes genom att 
anti-hlgE adsorberades till kolpartiklar (splOO, < 1 \m, Degus- 
sa, Tyskland) enligt WO 9622532 (Pharmacia AB) . Den slutliga 
losningen som anvandes i flodesmatris innehfill 400 \Lg kolpar- 
15 tiklar per ml . 

np pnnerinn nA noros m^ris MpfRktionszon) : nitrocellulo- 
saflak (Whatman, 8um, 5cm l&ng och 25 cm bred med polyesterbak- 
sida deponerades kolpartikelkonjugat (framstallt enligt ovan) i 
20 en zon over arkets bredd (blivande detektionszon) med Linear 
Striper (IVEK Corporation) . Flodet var 1 ul/sek och 1 ul/cm. 
Partiklarna var spadda i boratbuffert (20 mM, pH 8,5, Dextran 
T5000 4,2 %w/w, sorbitol 5,8 %w/w) . Mangd deponerad anti-IgE 
antikropp var ca 1000 ng/cm. Flaken torkades 1 h, 30°C. 

25 

7,nn P r for appl irsrina av bu ffprf.. PrOV QCh kol Part i K<=0 KoniU~ 

crat : Val avskilt fran zonen, som inneholl deponerat material, 
placerades parallellt med zonen och parallellt med varandra 4 
sTtycken 1 mm breda inplas'torremsor '(MylaFmed^inT p5"efir sidan, 
3 0 Gelman) pa 5 mm avstand fran varandra ( zonavgransare) . Inplast- 
orremsorna definierade pa detta satt fyra 5 mm breda zoner. 
Flaken klipptes vinkelrat mot zonen innehallande deponerat ma- 
terial till remsor med 0 . 5 cm bredd (langden pa remsan blev da 
5 cm) (Singulator: Matrix 1201 membrane cutter. Kinematic auto- 
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mation) . De slutliga remsorna uppvisade fyra parallella zoner 
(applicerigszoner) atskilda av inplastorremsor som zonavgransa- 
re och en separat zon med deponerad anti-hlgE antikropp (detek- 
tionszon) . Som jamfdrelse tillverkades remsor utan zonavgransa- 
5 re, d.v.s. utan atskilda appliceringszoner . 

TV> fi t-m e todik : Remsor med atskilda appliceringszoner monterades 
pa en plan hallare. Upptill (0.5 cm) pa remsan (och med detek- 
tionszonen som narmaste zon) placerades ett sugande membran 
10 (Whatman, 17 Chr, bredd 3 cm) . Hallaren gav ocksa ett konstant 
tryck pa de sugande membranen. For simultan applicering av rea- 
gens till de fyra delzonerna anvandes en 4-kanalers Multipipett 
(Labsystems) . Multipipetten laddades sa att serumprov (30 pi) 
applicerades i appliceringszonen narmast detektionszonen med 
15 ordningen buffert (30 pi), kolpartikelkonjugat (30 ul) och buf- 
fer t (3 0+3 0 ul) i respektive uppstroms belagen appliceringszon . 
For sekventiell applicering till remsorna utan zonavgransare 
applicerades forst 3 0 pi prov pa nederkanten av remsan. Efter 
insugning av prowolym tillsattes i tur och ordning efter in- 
20 sugning buffert (30 pi), kolpartikelkonjugat (30 pi) och buf- 
fert (30+30 pi) . Kolpartikelkonjugatet var framstalld enligt o- 
van och var suspenderat i buffert. Bufferten var natriumf osf at 
0,1 M, BSA 3 %, natriumazid 0,05 %, sukros 3 %, natriumklorid 
0,2 %, fenyldextran 0,05 %, bovint gammaglobulin 0,05 %, pH 
25 7,5- Tidtagningen startade vid appliceringen av prov och tid- 
punkten nar varje zons vatska hade sugits in i membranet noter- 
ades. Kolpartikelkonjugatets bindning till detektionszonen 
kvantifierades genom absorbansmatning (ultroscan XL, Enhanced 
Laser-Densitometer-,- LKB ) -_Som_ prov anvandes IgE med standard- 
3 0 koncentrationer i plasma miljS (0; 0,5; 2; 10; 50. och 200 
KU/L) . 



Resultat 

Med fyra appliceringszoner for vatska och simultan tillsatt- 
3 5 ning, vandrade vatskorna i appliceringszonernas ordning, d.v.s. 
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prove t som var i zonen narmast detektionszonen vandrade forst, 
utan att blandas med ef terkommande appliceringszons tvattlos- 
ning, som i sin tur startade att vandra, nar provet hade trans 
porterats ut ur appliceringszonben for prov. Pa motsvarande 
5 satt vandrade de ovriga zonernas vatskor i sekvens utan att 
blandas . 

Den tid som behdvdes for varje delzons vatska att bli trans- 
porterad in i detektionszonen fran sin respektive position vi- 
sas i Tabell 1 for matriser med 4 zoner och i Tabell 2 for mat 
10 riser utan zoner. 



Tabell 1 



kU/I* 
Vatska 


0 


0,5 


2 


10 


50 


200 


Prov 


0- 

3m21s 


0- 

3m52s 


0- 

3m47s 


0- 

3m45s 


0- 

3m28s 


0- 

3ml9s 


1-a 
tvatt 


-7m40s 


-7m57s 


-7m59s 


-8ml0s 


-7m53s 


-7ml0s 


Kon j ugat 


llm37s 


llm30s 


12ml5s 


12m47s 


12ml8s 


llm41s 


Total 
testtid 


22m23s 


22m40s 


23ml8s 


23m27s 


23m01s 


21m44s 


Tabell 2 






kU/b 
Vatska 


0 


0,5 


2 


10 


50 


200 


Prov 


0- 

lm56s 


0- 

2ml5s 


0- 

lm57s 


0- 

lm45s 


0- 

lm42s 


0- 

lm55s 


1-a 
tvatt 


-3m52s 


-4ml2s 


-4m07s 


-3m52s 


-4m05s 


-3m50s 



15 
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Konjugat 


-4m55s 


-6m03s 


-6m25s 


-6m35s 


-6m23s 


-6ml5s 


Total 
testtid 


10m33s 


llm23s 


11IU45S 1 


llm09s 


llm20s 


llm35s 



Tabell 3: Analysresultat fr&n korningar med gemensam zon for 
5 alia pAsattningar eller med 4 delzoner (buffert, 

analytiskt detekterbar reaktant, buffert, prov) . 

IgE KU/L kontroll Abs xlOOO 4 zoner Abs xlOOO 
0,5 0 12 
10 2 312 207 
10 1241 831 
50 1921 1560 
200 2115 2044 



I tabell 3 visas att upptaget minskar nAgot for remsor med di- 
skreta applicerings zoner jamfort med nar tillsattning sker i en 
och samma zon. Minskningen ar dock marginell. Forsoket visar 
darfor att man kan uppnd i stort sett samma resultat om samti- 
20 dig tillsattning sker till zonsekvensen AZR* AZP som om prov 
och Reaktant* sattes i sekvens till en gemensam applicerings- 
zon . 



Om fast forankrad anti-IgE antikropp (Reaktant I) byts ut mot 
25 ett allergen fdr man en bestamningsmetod av IgE antikroppar 

riktade mot allergenet. PA analogt satt kan testsystem avseende 
antikroppar av annan klass /subklass och med annan specif icitet 
bestammas. Appliceringszoner for enbart buffert kan utelamnas . 
For ytterliggare alternativa testprotokoll och analyter se ovan 
30 under rubrikerna "Testprotokoll" och "Analyter" 
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PATENTEXEMPEL 2 : PROTOKOLL, MED APPLICERINGSZON FOR VATSKA SOM KNBART INNEHAliLER 
BUFFERT NARMAS DETEKTIONSZONEN (. . . . VZjP DZ > . 

Preliminara forsok tyder pA att denna typ av sekvens kan leda 
till en l&ngsammare vandring genom detektionszonen av reaktan- 
5 ter och analyt tillsatta i uppstroms belcigna appliceringszoner 
for analyt och/eller reaktant. Detta kan innebara fordelar med 
avseende p£ inbindning av analyt och/eller Reaktant*. 



Ink. L Patent- och reg.vertot 
23 1997 -12- 3 0 

PATENTKRAV 

Forfarande for att bestamma en analyt i ett prov i en flo- 
desmatris med hjalp av ett transport fl6de av en eller flera 
biospecifika af f initetsreakanter , av vilka minst en ar ana- 
lytiskt detekterbar (Reaktant*) och en ar fast forankrad i 
matrisen (Reaktant I), och f lodesmatrisen uppvisar: 

A) en appliceringszon for vatska (VZP) , som innehaller buf- 
fert och prov och eventuellt en eller flera av reaktant- 
erna, dock ej Reaktant I, 

B) en nedstroms VZP belagen detektionszon (DZ) med den fast 
forankrade reaktanten (Reaktant I) , och 

C) eventuellt en eller flera zoner i vilka nagon av reak- 
tanterna har fordeponerats, 

varvid man (i) initierar flodet mot detektionszonen genom 
tillsats av vatskan med prov i applizeringszonen VZP for 
transport av analyt och reaktanter mot detektionszonen 
(DZ) t och (ii) pavisar den mangd Reaktant* som bundit till 
DZ, varvid den pavisade mangden ar relaterad till mangden 
analyt i provet, kannetecknat av att 

I. Transportf lodet uppvisar minst tva applicerings zoner 
for vatska: 

VZ m . . . VZ n . . . VZ- DZ 

m n J- 

> 

dar 

a) VZ n ar en appliceringszon for vatska, och n ar posi 

t ion en f6r applicerings zonen VZ n/ 

b) m ar totala antalet applicerings zoner i vilka flode 
initieras (m > 2) , 

c) en VZ n ar appliceringszon for prov (VZ n> P) och en VZ n 
ar for Reaktant* (VZ n .,R*) med n' ' > n', och 

d) > ar riktningen pa flodet, 

e) DZ ar detektionszonen, och 
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II. Flode initieras genom att man setter v&tska till varde- 
ra zonen VZ m . . VZ n . . VZ a p£ sidant satt att 
vatska n+1 , som satts till appliceringszon < vz n+ i ) ' 
transporteras genom matrisen omedelbart ef ter vatska n 
5 som satts till narmast nedstr^ms bel&gna 

appliceringszon VZ n . 

2. Forfarande enligt krav 1, kannetecknat av att n' ' > n' 
(sekventiella varianter med avseende p& analyt och 

10 Reaktant*) . 

3. Forfarande enligt krav 1, kannetecknat av att n' ' = n' 
(simultana varianter med avseende pA analyt och Reaktant*). 

15 4. Forfarande enligt n&got av kraven 1-3, kannetecknat av att 
Reaktant* ar fordeponerad i sin appliceringszon (VZ n ,.R*). 

5. Forfarande enligt nAgot av kraven 1-4 , kannetecknat av att 
man satter vatska n+1 till VZ n+1 fore eller i huvudsak samti- 

2 0 digt med att man satter vatska n till VZ n , med undantag for n 

- m vilken zon saknar zonen VZ n+1 . 

6. Forfarande enligt nagot av kraven 1-5, kannetecknat av att 
VZ slutar dar VZ bdrjar, med undantag for n = m vilken 

2 5 zon saknar zonen VZ n+1 . 

Forfarande enligt n£got av kraven l^FT kannetecknat av att 
applicering av vatska sker i huvudsak samtidigt i alia VZ m 
. . VZ„ . . VZ- . 

30 



Forfarande enligt n£got av kraven 1-7, kann tecknat av att 
m £ 6; n' ar 1, 2 eller 3; n" > n' ; VZ n . fl , VZ n . +2 , VZ n , +3 , 
vz n» i' och VZ n--2 Sr appliceringszoner for vatskor avsedda 
for transport av Reaktant* eller annan reaktant eller buf- 
fer t utan reaktant, s& l&ngt som m, n*"' och n' det 
till£ter . 

Forfarande enligt ndgot av kraven 1-8, kannetecknat av att 
zonerna VZ . VZ VZ, har zonavgransare mellan varandra . 

Forfarande enligt n&got av kraven 1-9, kannetecknat av att 
sammansattningen av transporterade komponenter fr&n en app- 
liceringszon VZ n ej ar samma som frAn nannast intilliggande 
appliceringszon VZ, i vilken flode initieras, (VZ n+1 och 
VZ n-i' med undantag for n = m och n = 1 vilka zoner saknar 
VZ n+1 respektive VZ n _ x ) . 

Forfarande enligt nagot av kraven 1-10, kannetecknat av att 
minst en reaktant, annan an Reaktant*, ar fordeponerad i en 
appliceringszon VZ n ,,,R for vatska avsedd att transportera 
reaktanten . 

Forfarande enligt n&got av kraven 1-11, kannetecknat av att 
m < 6 och att n' for appliceringszonen for prov (VZ n .P) ar 
1, 2 eller 3 . 

Forfarande enligt nAgot av kraven 1-12, kannetecknat av att 
Reaktant* har biospecifik affinitet mot analyten sa att 

Reaktant* inkorporeras i ett komplex Reaktant' analyt 

Reaktant* i detektionszonen i en mangd som ar relaterad 



till mangden analyt i provet, i vilket komplex Reaktant har 
biospecifik affinitet mot analyten och ar 

(a) Reaktant I eller 

(b) en reaktant mot vilken Reaktant I uppvisar biospecifik 
affinitet och vilken transporteras fran VZ n .P eller fran 
en appliceringszon nedstroms VZ n .P. 

Forfarande enligt nagot av kraven 1-13, kannetecknat av att 

a. analyten ar vald bland antigen i allmanhet, och 

b. metoden utfSres som en del i diagnosticering av allergi 
eller autoimmun sjukdom. 
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Forfarande for att bestamma en analyt i ett prov i en flodes- 
matris med hjalp av ett transportf lode av en eller flera bio- 
5 specif ika af f initetsreakanter , av vilka minst en ar analytiskt 
detekterbar (Reaktant*) och en ar fast forankrad i matrisen 
(Reaktant I), och f lodesmatrisen uppvisar. Det kannetecknande 
dragen ar att 

10 A. Transportf 16det uppvisar minst tva appliceringszoner for 
vat ska : 

VZ n . . . VZ„ . . . VZ, DZ 



> 



15 



20 



dar 

a) VZ ar en appliceringszon fc-r vatska, och n ar posi- 
tionen for appliceringszonen VZ n , 

b) m ar totala antalet appliceringszoner i vilka flode i- 
nitieras (m > 2) , 

c) en VZ n Sr appliceringszon for prov (VZ n ,P) och en VZ n 
ar for Reaktant* <VZ n .,R*) med n" > n' , och 

£) > ar riktningen p& flodet, 

e) DZ ar detektionszonen, och 



B. Flode initieras genom att man satter vatska till vardera 
zonen VZ . . VZ VZ, pA sidant satt att vatska n+1 , som 

satts till appliceringszon (VZ n+1 ) , transporteras genom mat- 
risen omedelbart efter vatska n som satts till narmast ned- 
strftms belagna appliceringszon VZ n - 



